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摘要 CRISPR/Cas9 系统 的 发 展 彻底 改变 了 人 们 编辑 DNA 序列 和 调控 目标 基因 表达 水 平 的 
能 力 ， 从 而 为 生物 体 的 精确 基因 组 编辑 提供 了 有 力 的 工具 。 简 化 后 的 CRISPR/Cas9 系统 由 
两 部 分 组 成 : Cas9 蛋白 和 sgRNA。 其 作用 原理 为 sgRNA 通过 自身 的 Cas9 把 手 与 Cas9 FA 
形成 Cas9-sgRNA 复合 体 , Cas9-sgRNA 复合 体 中 sgRNA 的 碱 基 互补 配对 区 序列 与 目标 基因 
的 靶 序 列 通 过 碱 基 互补 配对 原则 进行 配对 结合 ，Cas9 利用 自身 的 核酸 内 切 酶 活性 对 目标 
DNA 序列 进行 切割 。 与 传统 的 基因 组 编辑 技术 相 比 ，CRISPR/Cas9 系统 具有 几 大 明显 的 优 
势 : 易 用 性 、 简 便 性 、 低 成 本 、 可 编程 性 以 及 可 同时 编辑 多 个 基因 。CRISPR/Cas9 基因 组 编 
辑 技术 以 及 衍生 出 来 的 CRISPRi 和 CRISPRa 基因 表达 调控 技术 已 经 被 广泛 应 用 于 多 种 真 核 
和 原核 生物 中 。 该 文 综述 了 CRISPR/Cas9 系统 的 起 源 、 作 用 机 理 、 在 生物 体 中 的 应 用 和 其 
衍生 出 的 技术 ， 并 概述 了 其 脱 革 效应 和 未 来 前 景 。 
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CRISPR/Cas9 system: A recent progress 
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Abstract The development of CRISPR/Cas9 system has revolutionized our ability to edit DNA 
and to modulate expression levels of target genes, thus providing powerful tools to accelerate the 
precise genome engineering of a wide range of organisms. The developed CRISPR/Cas9 system 
consists of the Cas9 protein and a programmed sgRNA. The Cas9 protein binds to the Cas9 handle 
of sgRNA and forms a Cas9-sgRNA complex. Then, the Cas9-sgRNA complex binds to specific 
DNA targets by Watson-Crick base pairing between the sgRNA and the DNA target, and the DNA 
will be cleaved due to the nuclease activity of the Cas9 protein. Compared with the traditional 
genome editing technologies, CRISPR / Cas9 system has several obvious advantages, inculding 
ease of use, simplicity, low cost, programmed and multiple genes editing. CRISPR / Cas9 genome 
editing technology and the derived CRISPRi and CRISPRa gene expression regulation techniques 
have been widely used in a variety of eukaryotic and prokaryotic organisms. Here, the origin and 
mechanism of CRISPR / Cas9 system, its application in organisms and its derived technology 

were reviewed, and its off-target effect and future prospects were outlined. 
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CRISPR ( clustered regularly interspersed short palindromic repeats ) /Cas 
(CRISPR-associated) 系统 广泛 存在 于 微生物 界 中 叫 。 目 前 ，40% 的 细菌 和 90% 


的 古 生 菌 中 都 发 现 了 CRISPR/Cas RALA, Æ CRISPR/Cas 系统 作为 RNA 直 


接 介 导 的 基因 组 编辑 工具 已 经 在 许多 真 核 生物 和 原核 生物 体内 成 功 应 用 (多 。 随 


着 CRISPR/Cas9(CRISPR-associated 9) 系 统 的 进一步 发 展 ,CRISPR 激活 (CRISPR 
activation, CRISPRa) 和 CRISPR 抑制 《CRISPR interference, CRISPRi) 技术 的 出 


现 大 大 提高 了 我 们 调节 目标 基因 表达 的 能 力 E19。 


CRISPR/Cas9 系统 作用 原理 是 : 首先 ， 人 工 设计 合成 的 一 段 特异 性 RNA FF 


列 (single guide RNA, sgRNA) 与 Cas9 和 蛋白 形成 复合 体 ， 然后 ，sgRNA-Cas9 复 


合体 中 的 sgRNA 的 碱 基 互 补 配 对 序列 与 目标 基因 部 向 结合 ， 最 后 ，Cas9 EAR 


挥 核酸 内 切 酶 的 功能 对 目标 DNA 双 链 进行 特异 性 切割 。CRISPR/Cas9 系统 已 经 


被 广泛 应 用 于 哺乳 动物 和 微生物 中 , 例如: 遗传 学 突变 体 产生 、 高 通 量 遗传 筛选 


和 基因 途径 解剖 等 方面 。 本 综述 对 CRISPR/Cas9 系统 及 其 衍生 出 的 CRIPSRa 和 


CRISPRi 技术 的 研究 进展 进行 了 详细 介绍 并 对 其 发 展 前 景 进行 了 展望 。 
1 CRISPR/Cas9 系统 的 起 源 


1987 年 ， 研 究 人 员 首 次 在 大 肠 杆 菌 基 因 组 中 发 现 了 CRISPR 和 Cas 基因 [1。 


但 是 ， 直 到 2000 年 研究 人 员 才 在 其 他 细菌 和 十 细菌 中 发 现 了 CRISPR KARE), 


2005 年 ， 研 究 人 员 发 现 CRISPR 中 的 许多 间隔 序列 是 来 源 于 质粒 或 噬菌体 的 外 


J DNAI3-15。 随 后 , 研究 人 员 提 出 了 CRISPR/Cas 系统 可 能 是 细菌 的 适应 性 防御 


系统 的 假说 091。2007 F, 研究 人 员 证 明 嗜 热 链球 菌 中 的 CRISPR/Cas 系统 的 确 是 


针对 溶血 性 蜂 菌 体 的 适应 性 免疫 系统 中 。2008 F, WAA RERE Za ER 


和 大 肠 杆 菌 09 中 发 现成 熟 的 CRISPR RNAs (crRNAs) 可 以 与 Cas9 蛋白 形成 复 
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合体 ， 该 复合 体 可 以 干扰 噬菌体 的 增殖 。 这 些 研究 为 CRISPR/Cas9 发 展 为 基因 


组 定点 编辑 技术 芮 定 了 基础 。CRISPR/VCas9 基因 组 定点 编辑 技术 一 问世 ， 就 吸引 


了 整个 科学 界 ， 目 前 ， 全 世界 成 千 上 万 的 实验 室 都 在 研究 应 用 该 技术 P0。 
2 CRISPR/Cas9 系统 的 组 成 和 原理 


根据 核酸 内 切 酶 的 识别 和 切割 机 制 的 不 同 ，CRISPRVCas 系统 被 分 为 [ -VI 型 


P1。 我 们 在 本 文 主要 介绍 目前 被 广泛 应 用 的 来 源 于 化 月 性 链球 梢 的 工 型 


CRISPR/Cas9 系统 。 该 系统 由 Cas9 4A. crRNA (CRISPR RNA) 和 tracrRNA 


Ctrans-activating crRNA ) 组 成 ，crRNA 是 由 前 体 crRNA C precursor crRNA, 


pre-crRNA ) 经 tracrRNA 和 RNase II 加 工 后 得 到 P2]。crRNA 将 Cas9 蛋白 引导 到 


目标 DNA 双 链 上 发 挥 核酸 内 切 酶 的 作用 , 该 系统 发 挥 作用 不 仅 需 要 crRNA 中 存 


在 与 目标 基因 碱 基 互补 配对 的 序列 , 还 需要 在 目标 基因 的 靶 向 结合 区 的 下 游 存在 


前 间 区 序列 邻近 基 序 Cprotospacer adjacent motif, PAM) [31。 在 不 同 的 生物 体 中 ， 
PAM 序列 不 同 , 在 研究 人 员 广 泛 研 究 的 化 脓 性 链球 菌 中 , PAM 序列 为 NGGP4 251, 


随 着 研究 的 深入 ， 研 究 人 员 用 sgRNA 代替 了 crRNA 和 tracrRNA, sgRNA 序列 


中 有 一 个 模拟 crRNA-tracrRNA 复合 体 的 发 来 结构 99。sgRNA 由 三 部 分 组 成 : 碱 
基 互 补 配对 区 (base-pairing region), Cas9 把 手 (Cas9 handle) 和 终止 子 
(terminator) 。 


简化 后 的 CRISPR/Cas9 系统 由 两 部 分 组 成 : Cas9 蛋白 和 sgRNA。 其 作用 原 


VH 


里 如 图 1 Past °*), 首先 ， 表 达成 功 的 sgRNA 通过 自身 的 Cas9 把 手 与 Cas9 


蛋白 形成 复合 体 ， 然 后 ， 复 合体 中 sgRNA 的 碱 基 互补 配对 区 序列 与 目标 基因 的 


辑 序 列 通过 碱 基 互 补 配对 原则 进行 配对 ， 实 现 复 合体 与 目标 基因 的 配对 ， 最 后 ， 


Cas9 利用 自身 的 核酸 内 切 酶 活性 对 目标 DNA 序列 进行 切割 。 
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1CRISPR/Cas9 系统 作用 机 制 
Fig.1 The mechanism of CRISPR/Cas9 system 


3 CRISPR/Cas9 系统 的 发 展 和 应 用 现状 
3.1 CRISPR/Cas9 在 基因 组 编辑 方面 的 应 用 


CRISPR/Cas9 系统 的 高 效 性 和 简便 性 使 Cas9 蛋白 成 为 多 种 基因 组 工程 技术 


的 首选 核心 酶 。Cas9 蛋白 能 通过 sgRNA 中 的 碱 基 互 补 配 对 区 序列 特异 性 识别 结 


& A ts DNA 序列 , 再 对 目标 DNA 双 链 的 特定 位 点 进行 切割 形成 DNA 双 链 断裂 


(double-strand break, DSB) 来 介 导 对 基因 组 的 编辑 。 在 真 核 生 物 和 某 些 原核 生 


物 中 , —H Cas9 切割 DNA 双 链 形成 了 DSB, 它们 将 会 被 细胞 DNA 修复 系统 重 


在 真 核 细胞 中 ，Cas9 切割 DNA 双 链 产生 的 DSB 的 修复 途径 共有 两 种 : dE 


同 源 末端 连接 (nonhomologous end joining NHEJO 和 同 源 性 定性 修复 


(homology-directed repair, HDR). Æ FLAKE 〈 如 大 肠 杆菌 ) 中 没有 NHEJ 3$ 


径 ， 因 此 依赖 于 细胞 同 源 重 组 系统 与 染色 体 或 质粒 携带 的 模版 相 结合 来 修复 


DSBP9。 最 近 的 研究 P1 证 明 大 肠 杆菌 可 以 利用 Cas9 进行 基因 组 编辑 。NHEJ 途 


径 可 以 将 Cas9 切割 DNA 双 链 产生 的 DSB 重新 连接 起 来 ， 但 是 该 过 程 往往 会 在 


Wo RE AE LAME RTA BRAS, ATLA, NHEJ 途径 通常 会 改 


变 Cas9 所 切割 的 靶 基 因 的 开放 阅读 框 ， 使 靶 基 因 的 核 音 酸 序列 发 生 移 位 ， 引 起 


终止 密码 子 的 过 早出 现 ， 从 而 导致 基因 敲 除 以 。 在 HDR 途径 中 ， 用 作 同 源 重 


组 的 外 源 DNA 含有 被 Cas9 所 切割 的 著 基 因 的 同 源氏。 只 要 为 HDR 途径 提供 合 


适 的 供 体 DNA 模板 ， 该 途径 就 可 以 高 效 的 将 这 段 特异 性 序列 连接 到 切割 位 点 之 


间 。HDR 途径 可 以 对 Cas9 切割 的 目标 DNA 序列 进行 精确 的 编辑 ， 如 特定 核 


tf 
酸 序列 的 插入 、 缺 失 记 ,3 和 蔡 换 B335。 研 究 证 明 : CRISPR/Cas9 介 导 的 HDR 途 


径 的 效率 可 以 被 小 分 子 调节 ， 例 如 : 在 小 鼠 胚 胎 多 功能 干细胞 中 ,布雷 菲 德 菌 素 
A f$ L755507 (a B3-adrenergic receptor agonist) 分 子 可 以 将 CRISPR/Cas9 介 导 的 
HDR 途径 的 效率 提高 为 原来 的 3 倍 ， 而 胸 苷 类 似 物 AZT (azidothymidine ) 和 
TFT (Trifluridine) 则 会 降低 HDR 途径 的 效率 B9。 


由 于 在 许多 细菌 基因 组 中 不 存在 有 效 的 NHEJ 途径 ， 所 以 Cas9 切割 形成 的 


DSB 会 导致 细胞 的 死亡 。 但 是 ， 由 于 Cas9 可 以 将 特异 序列 引导 进 基因 组 中 ， 所 


以 CRISPR/Cas9 己 经 被 用 来 促进 细菌 基因 组 编辑 程序 。CRISPR/Cas9 可 以 敲 除 


靶 基 因 进 而 构建 缺少 靶 基 因 或 PAM. 序列 的 重组 子 B733]。 


Cas9-sgRNA 复合 体 基 因 编 辑 能 力 的 发 现 为 Cas9 成 为 许多 生物 体 的 基因 组 


工程 工具 铺 平 了 道路 。 锌 指 核酸 酶 (zinc finger nucleases, ZFNs) 和 转录 激活 子 


样 效应 物 核酸 酶 (transcription activator-like effector nucleases, TALENs) 是 两 种 


CRISPR/Cas9 发 现 之 前 的 基因 组 工程 工具 。 相 比 这 两 种 技术 ，CRISPR/Cas9 4 JL 


大 明显 的 优势 易 用 性 、 简 便 性 、 低 成 本 、 可 编程 性 以 及 可 同时 编辑 多 个 基因 。 


CRISPR 系统 是 可 编程 的 ， 因 为 只 要 在 目标 DNA 序列 下 游 存 在 PAM 序列 ，Cas9 


蛋白 就 可 以 被 具有 相应 碱 基 互补 配对 区 的 sgRNA 引导 到 加 序列 发 挥 作用 。 
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— 


CRISPR 系统 还 可 以 通过 同时 表达 多 个 sgRNA 实现 对 多 个 目标 基因 的 编辑 


39]. 


这 样 ， 就 使 设计 和 构建 全 基因 组 的 sgRNA 文库 成 为 可 能 。 研 究 人 员 [ 四 公布 了 利 


用 CRISPR/Cas9 系统 构建 的 全 基因 组 文库 完成 宿主 正 向 遗传 筛选 的 方案 。 


CombiGEM (combinatorial genetics en masse) 是 一 种 可 伸缩 的 条 码 组 合 基因 组 装 


技术 ， 研 究 人 员 [0 利 用 CombiGEM 高 通 量 筛选 构建 了 一 个 含有 23409 条 gRNA 


(guide-RNA) 的 组 合 型 文库 ， 再 利用 CombiGEM-CRISPR 系统 确定 了 抑制 卵 梨 


癌 细 胞 生长 的 基因 对 。 除 了 这 些 优势 以 外 ， 相 比 ZFNs 和 TALENs, CRISPR-Cas 


技术 对 人 类 细胞 亡 序 列 作 用 时 具有 很 高 的 特异 性 (~90%) 和 较 低 的 脱 靶 率 


(~20%) 42441, 


当 在 一 个 宿主 中 异 源 表达 CRISPR/Cas9 系统 时 ， 需 要 表达 Cas9 BAX 


tracrRNA 和 crRNA (或 用 sgRNA (RË tracrRNA:crRNA). #40, BRITA RPO 


利用 CRISPR/Cas9 22 CE liti 26 BEER Psi rp 0] SEL BE [8] 3S D] 2H d 4 — EC] FY 


粒 表达 的 CRIPSR/Cas9 RAER MAT A PS ELE dE DI2H2858. TEATRO 


MAKMA, WAARA CRISPR/Cas9 系统 同时 表达 多 个 特异 性 


crRNA， 进 而 实现 了 对 多 个 基因 的 同时 编辑 。 在 人 类 多 功能 干细胞 中 ,研究 人 员 


471 利用 CRISPR/Cas9 实现 了 特异 性 引入 纯 合 突 变 和 杂 合 突变 ,促进 了 对 人 类 疾 


病 的 研究 。 在 传播 症 疾 的 冈比亚 症 蚊 中 ， 研 究 人 员 鸣 利用 CRISPR/Cas9 对 控制 


= 


HE PAE x FS eG DE AT SEDI, A He il) DC Y EIA AS BE PR P FB A CAB o 


献 。 在 人 类 造血 干细胞 中 ， 研 究 人 员 史 利用 CRISPR/Cas9 介 导 的 消融 系统 提供 


了 用 于 艾滋 病 治 疗 的 临床 诊断 的 证 据 。 


CRISPR/Cas9 基因 组 编辑 系统 在 真 核 生物 中 已 经 得 到 广泛 的 应 用 , 但 是 这 种 


技术 还 没有 在 微生物 界 得 到 广泛 应 用 。 我 们 预计 在 未 来 几 年 CRISPR/Cas9 系统 
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将 在 世界 各 地 的 微生物 实验 室 中 得 到 以 下 方面 的 应 用 : 构建 缺失 突变 体 ; 进行 复 
杂 的 遗传 研究 和 高 通 量 遗传 筛选 ; 目标 病原 阔 、 微 生物 和 生物 膜 的 检测 ; 通过 基 


因 组 工程 策略 研究 以 前 难以 治理 的 细菌 种 类 等 。 


3.2 CRISPR/Cas9 衍生 技术 CCRISPRi 和 CRISPRa) 在 基因 表达 调控 方面 的 应 用 
利用 RNAi (RNA interference) 60 和 合适 的 诱导 型 启动 子 可 以 调节 目标 基因 


的 表达 水 平 。 研 究 人 员 跨 将 CRISPR/Cas9 系统 中 Cas9 蛋白 的 两 个 具有 核酸 内 切 


酶 活性 的 结构 域 HNH 和 RuvC 分 别 进行 H840A 和 DIOA 定点 突变 , 从 而 得 到 失 


去 核酸 内 切 酶 活性 的 dCas9 (dead Cas9) 蛋白 。dCas9 WUR] DNA, 但 dCas9 


过 与 相应 的 sgRNA 结合 可 以 激活 〈CRISPRa) 或 抑制 (CRISPRi) 目标 基因 


HIRIZI 51.521, EG EAE AY KY Caso 进行 的 基因 组 编辑 相 比 ,dCas9 所 介 导 的 CRISPRi 


和 CRISPRa 技术 的 最 大 优点 是 不 需要 NHEJ 等 细胞 修复 途径 ， 更 加 适用 于 难以 


进行 基因 组 编辑 的 微生物 。 


CRISPRi 通过 dCas9-sgRNA 复合 物 与 目标 DNA 的 靶 向 结合 形成 空间 位 阻 抑 


制 目标 DNA 的 转录 ， 进 行 形成 对 目标 基因 表达 的 抑制 。dCas9-sgRNA 复合 物 能 


够 以 两 种 方式 (如 图 2 所 示 ) 抑制 目标 DNA 的 转录 : Cio 通过 阻止 RNA 聚合 


酶 结合 DNA 启动 子 抑制 转录 起 始 ; Cii 通过 空间 位 阻 抑制 转录 延伸 。 在 大 肠 


杆菌 中 , sgRNA-dCas9 与 目标 基因 的 启动 子 和 开放 阅读 框 靶 向 结合 时 ， 可 以 导致 


目标 基因 转录 成 功 的 mRNA 量 减少 两 个 数量 级 当当 抑制 目标 DNA 的 转录 延 


伸 时 ，sgRNA 鞭 向 结合 非 模 版 DNA. 链 产 生 的 抑制 效果 要 比 sgRNA FE Ia] Zi ae 


版 DNA 链 产生 的 抑制 效果 更 强 。 
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图 2CRISPRi 系统 作用 机 制 
Fig.2 The mechanism of CRISPRi system 


相 比 于 RNAi 技术 ，CRISPRi 技术 在 调节 细菌 的 基因 表达 方面 有 多 种 优势 : 


首先 ， 通 过 将 特定 的 20 bp 的 核 音 酸 碱 基 互补 配对 区 插入 到 sgRNA 中 ， 可 以 很 


容易 地 实现 对 不 同 的 目标 基因 的 表达 的 抑制 ; 其 次 ， 可 以 通过 嘉 核 昔 酸 文库 的 合 


并 克隆 策略 构建 出 数 干 个 sgRNA 实现 CRISPRi 的 大 规模 调控 ， 再 次 ，CRISPRi 


可 以 通过 诱导 型 启动 子 对 必需 基因 的 表达 进行 可 逆 的 不 同 水 平 的 抑制 的 , 进而 研 


究 必 需 基因 对 菌株 新 陈 代谢 的 影响 ， 最 后 ，CRISPRi 可 以 通过 同时 表达 多 个 不 同 


的 sgRNA 实现 对 多 个 基因 的 同时 抑制 久 当 。 需 要 注意 的 是 : 如 果 目 标 基 因 是 操 


纵 子 的 一 部 分 ， 则 利用 CRISPRi 进行 基因 抑制 时 也 会 影响 目标 基因 下 游 基因 的 


表达 。 通 过 组 合 表达 多 个 激活 子 或 抑制 子 与 CRISPRi 协同 作用 ， 可 以 更 大 幅度 


地 增强 或 抑制 目标 基因 的 表达 。 
目前 ，CRISPRi 已 经 被 应 用 到 多 种 微生物 中 ,如 大 肠 杆菌 S55 和 结核 分 校 杆菌 
56]。 此 外 ，CRISPRi 系统 已 经 被 整合 到 难以 进行 遗传 操作 的 细菌 染色 体 上 ， 如 放 


线 菌 S14 和 拟 杆 菌 5Y4。 相 比 于 基于 质粒 表达 的 CRISPRi, 386 1E AS IS EUR 


表达 的 选择 性 标记 ， 并 且 使 CRISPRi 系统 能 够 长 期 存在 于 宿主 细菌 中 。 
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dCas9 也 可 以 增强 目标 基因 的 表达 ， 该 技术 称 为 CRISPRa。CRISPRa 通过 


通 
dCas9-sgRNA 复合 体 与 促进 RNA REAA A SIT BE T 4t I IR REOS DA 


的 转录 。 在 缺失 RNA 聚合 酶 % 亚 基 的 大 肠 杆 东突 变 体 中 B31, 融合 表达 的 dCas9-0 


和 相应 的 sgRNA 可 以 促进 RNA 聚合 酶 结合 到 启动 子 区 域 ， 进 而 增强 目标 基因 


的 转录 ， 如 图 3 所 示 。 目 前 ， 多 个 激活 子 己 经 被 发 现 并 用 来 激活 目标 基因 的 转录 


1。 在 大 肠 杆 菌 中 ，CRISPRa 可 以 使 目标 基因 的 转录 水 平 增强 一 个 数量 级 ， 并 


且 其 激活 强度 与 sgRNA 的 靶 向 结合 位 置 有 关 。 然 而 ， 与 CRISPRi 形成 的 基因 抑 
制 效 率 相 比 ，CRISPRa 在 原核 和 真 核 生物 中 的 转录 激活 效率 相对 较 低 [9 可 ， 所 
以 该 技术 还 需要 进行 优化 。 


CRISPRa 
@ 


T € 


Activation of transcription initiation 


3CRISPRa 系统 作用 机 制 
Fig.3 The mechanism of CRISPRa system 


提高 CRISPRi 和 CRISPRa 的 转录 抑制 或 转录 激活 效率 ; 开发 可 诱导 表达 


CRISPRi 和 CRISPRa 的 工具 ; 创建 可 在 同一 细胞 中 平行 激活 或 抑制 的 正 交 系统 
等 方法 [6 可 以 进一步 扩大 CRISPRi 和 CRISPRa 的 应 用 领域 。 
3.3 CRISPR/Cas9 系统 的 脱 靶 效应 


任何 基因 工程 技术 的 基本 要 求 是 将 错误 突变 的 频率 〈 脱 靶 效 应 ) 降 至 最 低 。 


为 了 避免 脱 靶 效应 ， 必 须 正确 设计 与 目标 基因 特异 结合 的 sgRNA 以 确保 其 能 将 


Cas9 引导 到 正确 的 位 置 对 目标 基因 进行 切割 。 为 了 确保 Cas9 能 在 准确 的 位 置 发 


挥 切 割 作 用 ，sgRNA 的 碱 基 互 补 配对 区 的 种 子 序列 〈 吉 向 结合 PAM 上游 12 bp 


序列 ) 必须 与 目标 基因 完全 互补 后 全 人。 所 以 ， 近 期 的 主要 目标 应 为 确定 


CRISPR/Cas9 系统 脱 靶 效应 产生 的 具体 因素 ,进而 防止 脱 革 效应 的 发 生 。 随 着 生 


物 信息 学 的 发 展 ,研究 人 员 [ 的 利用 计算 机 开发 出 了 可 以 优化 ssRNA 序列 的 工具 ， 
进而 大 大 减少 了 CRISPR/Cas9 系统 的 脱 靶 效应 。 此 外 ， 将 Cas9 与 FokI 核酸 酶 


融合 到 一 起 等 方法 也 减少 了 CRISPR/Cas9 Z&S ML FE WNL. 9。 最 近 ， 研 究 人 


员 [67 通 过 改变 Cas9 蛋白 的 结构 来 避免 Cas9 与 非特 异性 DNA 配对 ， 成 功 在 人 类 
细胞 中 降低 了 CRISPR/Cas9 系统 的 脱 靶 效应 。 目 前 ，CRISPR/Cas9 AZ AY Ae ee 
效应 已 经 得 到 较 大 的 改善 {68, 691, 


4 ”结论 与 展望 


由 于 其 简便 性 和 高 效 性 ，CRIPSR/Cas9 系统 及 其 生生 技术 (CRISPRi 和 


CRISPRa) 已 经 被 广泛 应 用 于 生物 医学 和 生物 技术 领域 。 然 而 ， 围 绕 该 技术 的 几 


个 方面 仍然 需要 进一步 的 改进 ， 包 括 如 何 合理 设计 sgRNA RUP BREAST 


尽管 目前 存在 这 些 限 制 因素 ， 但 是 CRISPR/Cas9 已 经 作为 基因 组 编辑 工具 广 


应 用 于 真 核 生物 中 ， 并 且 越 来 越 多 的 应 用 于 微生物 合成 生物 学 领域 。 例 如 ,在 细 


一 中 运用 CRISPR/Cas9 系统 可 以 很 容易 得 到 目标 基因 的 缺失 突变 体 睛 四。 这 在 


以 前 是 无 法 想象 的 ,传统 的 方法 操作 过 程 复杂 且 结 果 无 法 预测 ,尤其 是 在 一 些 可 


用 的 分 子 克 隆 工 具 较 少 的 细菌 中 尤为 突出 。 此 外 ，CRISPR/Cas9 系统 可 以 相对 较 


快 的 进行 高 通 量 遗传 往 选 、 帮 助 研究 人 类 疾病 、 编 辑 以 前 难以 进行 基因 操作 的 生 


物体 基因 组 。 


g 


当 将 CRISPR/Cas9 系统 应 用 于 人 类 时 ， 我 们 需要 解决 很 多 伦理 问题 ， 尤 其 


是 在 考虑 用 CRISPR/Cas9 系统 修改 人 类 种 系 时 ， 人 们 将 会 对 这 一 问题 进行 激烈 
的 辩论 并 继续 向 前 探索 。 


总 之 ， 自 从 发 现 CRISPR/Cas9 系统 以 来 ，CRISPR/Cas9 系统 改变 了 我 们 编 


辑 ,原核 以 及 真 核 生物 基因 组 的 能 力 。 我 们 相信 CRISPR/Cas9 系统 将 会 应 用 到 越 


来 越 多 的 原核 及 真 核 生物 中 ， 并 且 有 潜力 成 为 治疗 一 系列 人 类 疾病 的 技术 基础 。 
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